Chemia Analityczna Wydziat Farmaceutyczny UJ CM

Okreslenie granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci metodg TLC
z wykorzystaniem detekcji wzrokowej w Swietle widzialnym

I ultrafioletowym oraz detekcji densytometrycznej

Chromatografia obejmuje techniki oparte na podziale sktadnikdéw mieszaniny pomigdzy
dwie nie mieszajace si¢ fazy, z ktorych jednag jest faza nieruchomg (stacjonarng; w TLC
jest to cienka warstwa adsorbentu umieszczona na no$niku), a druga jest faza ruchoma
(rozpuszczalnik lub mieszanina rozpuszczalnikow). Rozdzial skladnikow mieszaniny jest
zalezny od ich powinowactwa do obu faz. Wigksze powinowactwo sktadnikéw do fazy
ruchomej powoduje ich szybsze przemieszczanie si¢ na chromatogramie, w przeciwienstwie
do skladnikow o wigkszym powinowactwie do fazy nieruchomej. Wielkoscig
charakteryzujaca przemieszczanie si¢ badanej substancji jest wspoiczynnik opdznienia Rp.

Wykrywalno$¢ metody analitycznej okresla najmniejsze stgzenie graniczne lub ilos¢

substancji, jakg mozna dang metodg wykry¢.

Oznaczalno$¢ metody analitycznej okre§la najmniejszg ilo$¢ substancji lub jej najmniejsze

stezenie, jakie mozna oznaczy¢ ilosciowo dang metoda.

Do wyznaczenia granicy wykrywalnos$ci 1 oznaczalno$ci w metodach chromatograficznych
wykorzystuje si¢ stosunek sygnatu analitycznego do poziomu zaktocen (szumow) tla.

Za granice wykrywalnosci (limit of detection, LOD) przyjmuje si¢ takie stezenie (ilosc¢)
analitu, ktory daje wartos¢ sygnatu analitycznego ok. 2-3 razy wigkszg od poziomu szumow.
Za granice oznaczalno$ci (limit of quantitation, LOQ) przyjmuje si¢ takie minimalne stezenie
(1lo$¢) analitu, ktore daje sygnal, umozliwiajagcy uzyskanie precyzyjnych i dokladnych
wynikow. Akceptowany jest sygnat ok. 10 razy wigkszy od poziomu szumow.

Granice wykrywalnosci 1 oznaczalnoSci mozna wyznaczy¢ metodg wizualng

lub instrumentalna.
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=

Chinina Kodeina
Papaweryna

Odczynniki:

Roztwory badane:

Chinina — 0,0020 % = .................. ng/ul

Papaweryna — 0,0029 % = ............. ug/ul

Kodeina — 0,0236 % = ................ ng/pul

Faza nieruchoma: ptytki aluminiowe pokryte zelem krzemionkowym (Kiselgel 60)

z czynnikiem fluoryzujacym Fjs4

Faza ruchoma: octan etylu — metanol — amoniak 25% (25 : 3 : 1,5 v/v/v)

Uklad wywolujacy:

Odczynnik Dragendorffa :

A. 0,85 g zasadowego azotanu (V) bizmutu (III) rozpusci¢ w 10 ml lodowatego kwasu
octowego 140 ml wody

B. 8 g jodku potasu rozpusci¢ w 20 ml wody

Roztwor podstawowy : roztwory A 1 B zmieszane w stosunku 1 : 1

Roztwor dodatkowy : mieszanina 2 ml lodowatego kwasu octowego i 10 ml wody

Aparatura:
Lampa UV (254/366) firmy CAMAG
Densytometr Scanner 3 firmy CAMAG
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Wykonanie oznaczenia:

1.

Na plytki o rozmiarach 10x10 cm nanies¢ za pomoca mikrostrzykawki roztwory
badane w postaci pasm o szerokosci 0,6 cm, w odleglosci 1 cm od dolnej krawedzi
plytki (linia startu) i 1,1 cm od jej brzegow. Migdzy brzegami nanoszonych pasm
zachowac¢ 0,6 cm odstepy.
Badane roztwory nanies¢ w ilosci:

chinina— 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25 uL

papaweryna— 1,2, 4,8, 12,16, 20 uL.

kodeina — 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 uL
Po catkowitym wyschnieciu plamek, ptytki umiesci¢ w komorze chromatograficznej,
nasycone] fazg ruchomg przez 15 minut. Chromatogramy rozwija¢ do momentu
osiggnigcia przez fazg ruchomg odleglosci 8,5 cm od linii startu.
Ptytki wysuszy¢ w temperaturze pokojowe;.
Wysuszone ptytki umiesci¢ pod lampa UV 1 dokona¢ obserwacji przy dtugosci fali
A=254 nm oraz 366 nm. Wyznaczy¢ granic¢ wykrywalnosci 1 oznaczalnoSci
dla roztworéw badanych substancji.
Ptytki zeskanowac przy uzyciu densytometru przy dtugosci fali A=254 nm 1 366 nm.
Na podstawie otrzymanych densytogramow, bioragc pod uwage wysokos$¢ i pole
powierzchni otrzymanych pikow w stosunku do tla, wyznaczy¢ granice
wykrywalnos$ci 1 oznaczalno$ci oznaczanych zwigzkow.
Wybarwi¢ ptytki za pomocg odczynnika Dragendorffa przygotowanego bezposrednio
przed uzyciem przez zmieszanie roztworu podstawowego i dodatkowego w proporcji
1:3. Po wysuszeniu plytek wyznaczy¢ granice¢ wykrywalnos$ci i oznaczalnosci
dla badanych substancji.
Wyniki umiesci¢ w tabelkach.
Na podstawie otrzymanych wynikow wyciagna¢ wnioski, ktory sposob detekcji

jest najbardziej czuty.



